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   RT-PCR ASSAY FOR DETECTING PSA mRNA IN 
PERIPHERAL BLOOD OF PROSTATE CANCER PATIENTS
       Yuhei  Oxuso and Takaaki Iro 
From the Department of Urology, Tokyo Medical College
   A sensitive technique using reverse transcription and polymerase chain reaction (RT-PCR) has 
been used to detect circulating tumor cells in the peripheral blood of men with prostate cancer. We 
evaluated the clinical utility of this method for staging and monitoring for prostate cancer. Peripheral 
blood from 39 patients with prostate cancer and 7 non-prostate cancer controls was analyzed for 
prostate specific antigen (PSA) messenger RNA (mRNA) using RT-PCR. In 8 among 22 patients 
(36.4%) with clinically localized prostate cancer (T2 or T3), PSA mRNA was detected by RT-PCR 
(RT-PCR positive). Five out of 8 patients (62.5%) with regional lymph node and/or bone metastases 
were RT-PCR positive. The number of patients with RT-PCR positive was more frequent in a higher 
clinical stage. In 22 patients with clinically localized prostate cancer, 2 of the 9 patients who 
underwent radical prostatectomy had positive surgical margins and both patients were RT-PCR 
positive. Six of the 7 patients with negative surgical margin were RT-PCR negative. In the 9 cases 
that had been treated by combined antiandrogen blockade for metastatic prostate cancer, 4 patients 
whose serum PSA level were less than 4 ng/ml were all RT-PCR negative. More over 4 of 5 patients 
with more than 4 ng/ml of serum PSA level were RT-PCR positive. All control samples were RT-PCR 
negative. 
   This study suggested that this technique using RT-PCR may provide useful information in treating 
patients with prostate cancer, especially for candidates for radical prostatectomy. The value of this 
modality as a prognostic factor awaits for further follow-up. 
                                                (ActaUrol. Jpn. 45: 25-30, 1999)








局 した癌であるという報告 もあ りD,早期発見の前立
腺癌が増えるに従い,前立腺全摘除術の適応症例が増








除術 による根治治療 の候補者 を確実 に鑑別す るの は困
難であ り,新 たな診断法 を用い て,よ り正確 な病期診
断 を行 うことが必要で ある.
そ こで 最 近RT-PCR(reversetranscription-poly-
merasechainreaction)法を用 いて,前 立 腺癌 患者の
末梢 血 中や 骨髄,リ ンパ節 よ りPSAのmessenger
RNA(mRNA)を 検 出す る ことで,微 少転 移 の予測
や病 期 診 断 に 役 立 て る と い う試 み が な さ れ て い
る6'16)しか しその有用性 について は否定的 な見解 も
あ りll」3),いまだ結 論がで るまで には至 ってい ない.
そこで,未 治療前 立腺癌症例 を中心 に本法 を施行 し,
臨床 病 期,血 清PSA値,手 術 標 本 な どと対 比 検討
し,本 法が臨床的 にいかな る意 義があるか明 らか にす
るこ とを目的 と して本研 究 を行 った.
対 象 と方 法




て,病 理学 的に前立腺癌が否定 され た前立腺肥大症患
者5例,健 常成 人男性1例,健 常成人女性 三例で あっ
た.な おRT-PCR法 に際 してのpositivecontrolと
して前立腺癌 の リンパ節転移巣 の培養細胞株で,PSA
産 出細胞 で あ るLNCaP(lymphnodecarcinomaof
theprostate)を用 いた.
前立腺癌 の診 断は,経 直腸的超音波 ガイ ド下 に系統
的6ヵ 所生検 を行 って確 定 した.血 清PSA値 の測定
は,Markit-MPSAkitを使用 した.臨 床病期 の決定
には直腸 診,経 直腸 的超 音波検 査,CTscan,bone
scintigramを用 い,TNM分 類 に したが った.
未治療前立腺癌30例で は,生 検前 に5m1の 静脈 採
血 を行い これ をRT-PCR法 に供 した.そ の うちT2,
T3と 診 断 し た9例 で,neoa両uvant療法 と して
CAB療 法 を3カ 月 間行 い,血 清PSA値 が測 定 限界
以下 とな ってか ら前立腺全摘除術 を実施 したが,そ の
直前 に も採血 しRT-PCR法 に供 した.摘 出 した前 立
腺 は前 立腺癌 取 り扱 い規約17)にの っと り検 索 し,切
除断端 の癌浸潤 の有無 を判定 し,対 比検討 した.ま た
すで にMlと 診断 しCAB療 法 を施 行 して いた9例
では,任 意 の時期 に採血 しRT-PCR法 を実施 した.
RT-PCR法に よるPSAmRNA検 出の実際 は以 下
の ごと く実施 した。
1.患 者血 液samplcの処理 と保 存
血 液sampleはEDTA採 血管 にて採 取 し,た だち
にbu旋rに て希 釈 後Ficoll溶液(Pharmacia)6ml
と混和 し3,000rpmにて30分遠心 した.上 清 の有核
細 胞 層(bu町coat)を抽 出 し,phosphate-bu価red
salineにて2～3回 洗 浄 後guanidinethiocyanate
lysisbu晩rにて溶解 した.つ づ けてRNAの 抽 出を




て用 いたLNCaP細 胞 は10%heatinactivated琵tal
bovine'serum加RPMIl640溶液 にて培 養 した.抽
出 したtotalRNA量は紫外線 分光器 にてOD値260
nmに て計算 した.RT-PCR法 の検 出閾値 の決定 の
ため に健常成 人の全血10mlあ た り1,10,102,103
個 のLNCaP細 胞 の割合 となる よ うに連 続希釈 し,







mMMgCl2:GibcoBRL)に溶 解 しRT反 応 を行 っ
た.反 応 条 件 は37℃1時 間 で,計21μ1の 反 応 液 か
ら5μ1をPCRに 用 い た.
PCRはIsraeliら の 報 告8)に 準 じnestedPCRで
行 っ た.10mMTrisHCI(pHl8.3),50mMKCI,
15mMMgCl2の 溶 液(TAKARA)を 用 い,primcr






grammablethermalcontroller(MJリサ ー チ)に て
行 い,outerprimerを用 い た 正stPCRを 計40cycle
施 行(95℃ で2分,60℃ で2分,72℃ で3分 を1
cycle,95℃で30秒,60℃ で2分,72℃ で2分 を38
cycle,95℃で30秒,60℃ で2分,72℃ で3分 をl
cycle),続い てinnerprimerを用 い て2ndPCRを 計
25cycle行っ た(95℃ で2分,50℃ で2分,72℃ で
3分 を1cycle,95℃ で30秒,50℃ で2分,72℃ で
2分 を23cycle,95℃ で30秒,50℃ で2分,72℃
で3分 をlcycle).
PCR産 物 は2.0%のagarosegel上で 電 気 泳 動 を 行
い,ethidiumbromideにて 染 色 しbandを 検 出 し た.
ま たALFexpresssequencer(Pharmacia)を用 い て
PCR産 物 のdirectsequenceを行 い,PSAの 遺 伝 子
で あ る こ と を 確 認 し た.
RNAsampleが 充 分 に 抽 出 さ れ,PCRが か か っ て
い る こ と を確 認 す る た め,humanglyceraldehyde3-
phosphatedchydrogenase(G3PDH)の遺 伝 子 配 列
か ら のprimer(LysatemRNACaptureKitfbrRT-
PCR:AmershamLi飴Science)を使 用 し,こ れ を 内
因 性controlとし並 行 してRT-PCRを 楠 行Lた.
結 果
ILNCaP細 胞希釈試験結果
LNCaP細胞 を用 い た希 釈 試験 で は,lstPCRの
40cyclc後,健常 成 人 の全 血10mlあ た り1個 の
LNCaP細 胞 か らPSAmRNAを 検 出 しえ た(Fig.
1).25cycleの2ndPCR後で は,PCR産 物のband
は さ らに明確 にな り,2ndPCRを 行 うことで 本法の
検 出力が さらに高め られた.ま たcontrolとして用い
たLNCaP細 胞 を含 まない血液で は,bandが検 出さ
れなか ったこ とよ りRT-PCR法 の高い感受性 と特異
性 が示 された.さ らに,今 回の実験条件お よび用 いた
primerの設定 は妥当で ある と考 え られた.
2.前 立腺癌患 者 と対照例のRT-PCR
未治療前立腺癌患者30例とCAB療 法施行 中の前立
腺癌患者9例 の血清sampleにおいてRT-PCRを 施
行 しえた.な お,患 者sampleより抽 出で きたtotal
大久保,ほ か
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Fig 1.
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Detection of PSA transcripts by nested 
RT-PCR in serial dilutions of LNCaP 
cells in 10 ml blood samples of healthy 
donors. The concentration of LNCaP 
cells in each sample is indicated : 0=0 
cell; 1=1 cell; 2=10 cells; 3=102 
cells ; 4=103 cells. The upper ethi-
dium bromide gel depicts results of the 
first PCR using the control primer of 
G3PDH. ; the lower ethidium bromide 
gel depicts results of the first PCR for 
PSA mRNA, which promotes the am-
plification of a 486-base pair (bp) frag-
ment.
Fig 2.
1　　　　 2　　　　 3　　　　 4
Detection of PSA transcripts in pa-
tients' blood. The results of nested 
RT-PCR assay of PSA and RT-PCR 
assay of G3PDH transcripts are shown, 
 1=LNCaP cells; 2=patient with MI; 
3=patient with T3NOMO; 4= healthy 
young male volunteer. The left lane in 
each sample demonstrates the ampli-
fications of G3PDH transcripts. The 
middle and right lanes demonstrate the 
amplifications of PSA transcripts with 
1st and 2nd RT-PCR, respectively.
Table 1. Relationship between prognostic fac-
tors and RT-PCR results
RNA量 の平 均 は10,0μgであ り,　RT-PCRを行 う
のに十分量 であ った.
　Fig.2にpositive　controlのLNCaP,前立 腺癌 患
者2例 お よびnegative　controlの成 人男性 の1stおよ
び2nd　PCRの 結果 を示 した.電 気泳動 にて,目 的 と
す る355base　pair(bp)のとこ ろにbandを 認 め,
direct　sequenceにてPSAの 遺伝子であ ることを確 認
した.Negative　oontrolの成人男 性で は1st,2ndと
もにbandは確認 され なか った.
3.臨 床病期 および分化度 とRT-PCR
　未治療 前立腺癌患者30例の背景お よびRT-PCRの
結果 をTable　1に示 した.30例 中T2の7例 はす べ
てRT-PCR陰 性,　T3以 上 の症 例 で は23例中13例
(56.5%)でRT-PCR陽性 で あった.全 体 的 にみる
と臨床病期 が進 むに したが いRT-PCRの 陽性率 は増
加 し,両 者の間で有意 な相関 を認めた(p=0.02).
　な お,生 検標 本 による分化度 とRT-PCRの 結果 も
検討 したが,分 化 度 をwell,　moderate,　poorの3群
に分 け検討 した場合,両 者の間 に相関 を認めなか った
(P=0.89).
4.血 清PSA値 とRT-PCR
　血清PSA値 とRT-PCRの 結 果 で は血清PSA値
を<4,4～10,>10ng/mlの3群 に分 け検 討 した
Clinical stage
T2 0/ 7 (  0%) 0.02*
T3 8/15 (53%)
T3N1 0/ 1 (0%)
T3N1M1 5/ 7 (71%)
Histological grade




<4 2/ 6 (33%) 0.05*
4-10 3/13 (23%)
>10 8/11 (73%)
 RT-PCR  : reverse transcriptase-polymerase chain 
reaction. PSA : prostate specific antigen. * Spear-






除術 を行った9例 で,手術直前のRT-PCRの結果 と
手術標本の組織所見 とを比較 したが,切 除断端陽性例
が2例 であ り,2例ともRT-PCR陽性であった,切
除断端陰性例7例 中の6例(85.7%)がRT-PCR陰




6.再 燃 前立腺癌 とRT-PCR
MI症 例 でCAB療 法 施行 中の9例 にお け るRT-
PCRの 結果 で は,血 清PSA値 が4ng/ml以下 の非
再燃癌4例 はすべ てRT-PCR陰 性 であ った.ま た血
清PSA値 が5.1から2,300ng/ml(中央 値80ng/ml)
の再燃癌5例 中4例 においてRT-PCR陽 性 であ り,
CAB療 法 施行例 の再燃 の有無 とRT-PCRの 結果 の
間に相 関 を認 めた(p<0.005)*
Negativecontrolである前立腺肥 大症5例,健 常男
性1例,健 常女性1例 の計7例 はすべ てRT-PCR陰
性で あった.
考 察
癌 の新 たな診断手法 としてRT-PCR法 を用い特定
の腫瘍マ ーカーを検出 し,そ れ を産生 している細胞,
す なわち癌細胞 を検出 し癌 病変その ものや微少転移 を
予測 しよ うという試みが行 われ るようになって きた.
Wuら19)は乳 癌患者 の微 少転移 の予測 の ため,患 者
の リンパ節 お よび骨 髄 よ りPCR法 を用 い てkeratin
I9のmRNAの 検 出 を 行 っ て お り,1992年 に
Miyomuraら20)が急性 リンパ性 白血 病 に対 して微 少
残存 病変の検 出にPCR法 を用いてい る.前 立腺癌 に
関 して はMorenoら6)が,RT-PCRによるPSAの
mRNAの 検 出 を試み,12例の転 移 を有す る前立腺癌
患 者 の うち4例(33%)がRT-PCR陽 性 で,nega-
tivecontrolであ る健 常女性 のvolunteerと生 検で前
立 腺 肥 大 症 と証 明 され た患 者 の計17例で,す べ て
RT-PCR陰性で あった としてい る.Katzら7)は骨転
移 を有 す る前 立 腺 癌18例 中14例(77.8%)でRT-
PCR陽 性,臨 床 的 に局 所 に限局 した癌65例中25例
(38.5%)でRT-PCR陽性 であ り,RT-PCR法が敏
感度,特 異 度 ともに高 い検査 法 であ る と報告 した.
Ghosseinら9)は臨床 的に局所 に限局 した癌25例中4
例(16%),局 所進展 癌 もし くは リンパ節 に転 移 を有
す る癌10例中3例(30%)でRT-PCR陽 性であ り,
局所 の進展 に したがいRT-PCRの 陽性率 が上昇す る
ものの,遠 隔転移 を有する癌 に関 しては,72例中25例
(35%)でRT-PCR陽性 とその陽性 率が低 く,遠 隔
転 移例 にお け る検 出力 の低 さ を挙 げ て い る.ま た
Seidenら10)も臨床的 に遠 隔転移 を有 す る未治療前 立
腺 癌で は7例 全例 がRT-PCR陰 性で あ り,と りわ け
遠隔転 移例 に対 する本法 の敏感度 の低 さを指摘 してい
る,末 梢 血 以 外 の組織 を用 いた検 討 で は,Deguchi
ら15)は35人の前立腺癌 患者 の骨髄 を用 いてRT-PCR
に よ るPSAmRNAの 検 出 を試 み て お り,bone
scintigramで骨 転移 を認 めた9人 中5人 でRT-PCR
*  Fisher's exact probability test
陽性.bonescintigramが陰性 の26人中7人 でRT-
PCR陽 性 で あ り,bonescintigramで検 出 で きな い
骨転移 をRT-PCRに よ り検 出 しうると述べ てい る.
また,毛 ら置6)の18例の前立腺 癌患 者 の骨盤 リンパ節
の吸 引 細 胞 を用 い た検 討 で は細 胞 診 で 陽性6例,
classm2例お よび陰性2例 の計10例がRT-PCR陽
性であ り,15例の膀胱 癌の骨盤 リンパ節 の吸 引細胞 で
は全例RT-PCR陰 性で,前 立腺 癌患者 の骨 盤 リンパ
節転 移の診断に有用性 が示 唆 された としている.わ れ
われの結果 では臨床 的に局所 に限局 した癌で は7例 全
例 でRT-PCR陰 性,局 所 浸 潤 癌 で は15例 中8例
(53.3%)でRT-PCR陽性,遠 隔転移例 で は7例 中5
例(71.4%)でRT-PCR陽 性 であ り臨床 病期 がすす
むに したがいRT-PCRの 陽性率が上 昇 し,臨 床病期
とRT-PCRの 結 果 に相 関 を認 め た.RT-PCRの 結
果の解釈 は,敏 感度 と特異度 を十分 に考慮 した上 でな
され るべ きだが,わ れわれの結果か らは,臨 床病期 を
決定する際に有用な診断法にな りうると考 え られ た.
ただ し流血 中の癌細胞 の99%は転 移病巣 を形成す るこ
とな く死滅す る といわれ てお り,た とえRT-PCR陽
性 で末梢血 中に前立腺癌細胞 の存在 が示唆 されて も,
それ が即 転 移 の存在 を意 味す る もので はな い.RT-
PCRの 検 出感度 を高 め るこ とだ けで な く,転 移巣 を
形成す る能力 のある細胞 をいかに検 出 しうるかが重 要
であ り今後 の課題 と思 われる.
血 清PSA値 とRT-PCRの 関係 につ い て み る と
Ghosseinら9)は血清PSA値 を0～4,4～20,20～
150,>150ng/mlと4群に分け検討 し,血 清PSA値
の上昇 に伴 いRT-PCRの 陽性 率 も高 くな り,両 者 の
間に有意 な相関 を認め たと報告 している.一 方Ennis
ら12)は盈 清PSA値 が4ng/ml以 下 の25例 中7例
(28%),4～10ng/mlの127例中34例(27%),10ng/
ml以上 の75例中20例(27%)でRT-PCR陽 性 で あ
り,血 清PSA値 とRT-PCRの 結果 に相 関 を認 め な
か ったと している.わ れ われの検討 で は血 清PSA値
が4ng/ml以下 の6例 中2例(33%) ,4～10ng/mI
の13例中3例(23%),10ng/ml以上 のll例 中8例
(73%)でRT-PCR陽 性 で あ り,血 清PSA値 と
RT-PCRの結 果 に相 関 を認 め た.理 論 的 に本 法 は,
末梢血 中 に循 環す る前 立腺癌 細胞 内で 発現 してい る
PSAmRNAを 検 出す るため,流 血 中の細胞 の性状 に
よって結果 が左右 されて しまう.す なわ ち,た とえ癌
細 胞が末梢 血 中を循 環 して いて もそ の細 胞 内でPSA
mRNAが 発現 して い なけ れ ば,RT-PCR陰 性 とな
る.ま た,血 清PSA値 が高値で あ って も,前 立腺 内
に限局 した癌細胞 のみか らPSAが 産生 されてい るな
らば,や は りRT-PCR陰性 とい う結 果 となるであ ろ
う.し か しなが ら,血 清PSA値 が高値 となればな る




と考えられる.こ の点に関 しては,さ らなる症例の集
積 と予後の正確な追跡が必要であろう.
前立腺全摘除術による摘出標本とRT-PCRの関係
に関 して は,Katzら7)は切 除断端 に癌浸潤 が陽性 で
あった15例中13例(86.7%),被膜浸潤28例中19例
(68%),精嚢浸潤6例 中5例(83.3%)でRT-PCR




PCR陽性 であった とし,局所 に限局 した癌 でRT-










とは危険であるが,血 清PSA値 や他の画像診断 と併





に反応 し,血清PSA値 が正常 もしくは検出感度以下















前立腺癌症例 のRT-PCRの結果,血 清PSA値 が
4ng/ml以下 の非再燃癌 と考 え られた4例 すべ て
RT-PCR陰性,ま た血清PSA値 が上昇 し再燃癌 と
診断 した5例 中4例 においてRT-PCR陽性であ り,
29
CAB療 法施 行症例 の再燃,非 再燃の有無 とRT-PCR
の結果 で相 関 を認 めた.こ れ らのこ とを考 えあわせ る
と,本 法 は前立腺癌 の再燃 の診 断に応用で きる と考 え
られ る.さ らに血清PSA値 よ り敏感 に再燃 を診断で
きる可能性 も示唆 された.
本法は非常 に感度が高 いゆえに特異性が低下 して し
まう懸 念が あ る.Smithら21)は肺癌,卵 巣癌,骨 髄
性 白血 病 の培 養 細 胞 か らRT-PCR法 に よ りPSA
mRNAが 検出 された と報告 している.し か しなが ら
彼等 の研 究 において は,6人 の女性 を含 めた13人の健
常 人すべ て において もPSAmRNAが 検 出 されて お
り,RT-PCR法は非常にsensitiveであ るが ゆえに偽
陽性 の割合 も高 いことが示唆 されている.ま た対象症
例 の 違い や,実 際のRT-PCRの 手技 やprotocolの
違 い,す なわ ちRNAの 抽 出法,用 いるprimerおよ
びPCRの 条件設定の相 違 などによって も,RT-PCR
法 の敏感度,特 異度 に差が生 じる可 能性が ある.な お
われわれ の研 究 においては対照 とした前立腺肥大症5
例,健 常 男性1例,健 常女 性1例 のすべ てに おいて
RT-PCR陰性 であった し,Katzら7),Ghosseinら9)
お よびScidenらlo)の報告で もnegativecontrolであ
る健常 者のvolunteer,前立腺肥 大症 を含 む良性泌尿
器科疾患 の患 者すべてでRT-PCR陰 性 で,本 法の特
異性 の高 さを しめ して お り,い かにRT-PCRの 感度
をいか しなが ら検査の特異性 を維持 させ るか,本 法 を
臨床応用す るのに,最 も注意 しなければいけない点で
あろう.
今後 さらに多数例 を対 象 とした多 くの報告 が続 き,
RT-PCR法に よる末梢血 中 のPSAmRNAの 検 出の
最終的な役割が決 まるであろ う.現 時点 では,画 像診
断,血 清PSA値,直 腸 診な どに本法 を併 用す るこ と
で よ り正確 な病期 診断,再 燃診 断がで きる と考 え られ
る.特 に前 立腺 全摘 除術 の適応 の決定 に際 し,sur-
gical飴ilureの予測が可能で,有 用であ ると思 う.
結 語
1.NestedRT-PCR法に用いて,前 立腺癌患者の














4.CAB療 法施行 中の転移 を有 す る症例 では再燃
の有無 とRT-PCRの 結果 に相関 を認 め,前 立 腺癌 の
再燃 の診 断に応用 で きる可能性が示唆 された.
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